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. © Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobielien 

Herstellung von Aminosauren, bei dem die Exportcarrierakti- 

vitat und/oder die Exportgenexpression eines die entspre- 

chende Aminosaure produzierenden Mikroorganismus er- 

hdht wird. ErfindungsgemaS wurde gefunden, da& fur den 

Export von Aminosauren jeweils nur ein einziges, spezhV 

sches Gen verantwortlich ist, so daS erfindungsgernSS 

erstmals ein Verfahren zur mikrobielien Herstellung von 

Aminosauren zur Verfugung gestellt wird, bei dem gezielt 

die Exportgenexpression und/oder die Exportcarrierakttvitat 

eines die entsprechende Aminosaure produzierenden Mikro- 
organismus erhoht wird. Die aus dieser Verfahrenswetse 

resuttierende, gesteigerte Expression bzw. Aktivitat des 
■ Exportcarriers fuhrt zu einer erhdhten Secretionsrate, so daS 
f der Transport der entsprechenden Aminosaure erhoht ist. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Aminosauren gemaB den Anspruchen 1 
bis 20, Exportgene nach Anspruch 21 bis 26, Regulatorgene nach Anspruch 27 und 28, Censtrukturen gemaB den 
5 Anspruchen 29 und 30, Vektoren nach Anspruch 31 bis 33, transformierte Zellen nach Anspruch 34 bis 40, 
Membranproteine gemaB Anspruch 41 und 42 sowie Verwendungen nach Anspruch 43 bis 48. 

Aminosauren sind von groBem wirtschaftlichen Interesse, wobei die Verwendung von Aminosauren vielfaltig 
ist: So wird z. B. L-Lysin, wie auch L-Threonin, und L-Tryptophan als Futtermittelzusatz bendtigt, L-Glutamat 
als Gewurzzusatz, L-Isoleucin und L-Tyrosin in der pharmazeutischen Industrie, I^Arginin und L-Isoleucin als 
io Medikament, oder L-Glutaraat und L-Phenylalanin als Ausgangssubstanz zur Synthese von Femchemikalien, 

Eine bevorzugte Methode zur Herstellung dieser verschiedensten Aminosauren ist die biotechnologische 
Herstellung mittels Mikroorganismen; denn auf diese Weise wird direkt die biologisch wirksame und optisch 
aktive Form der jeweOigen Aminosaure erhahen, und es konnen einfache und preisgunstige Rohstoffe eingesetzt 
werden. Als Mikroorganismen werden z. B. Corynebacterium glutamicum und seine Verwandten ssp. flavuin und 
is ssp. Iactofermentum (Liebl et aLJnt J System Bacteriol (1991) 41: 255—260) wie auch Escherichia coli und 
verwandte Bakterien eingesetzt 

Diese Bakterien produzieren die Aminosauren nonnalerweise aber nur in der zum Wachstum bendtigten 
Menge, so daB also keine uberschussigen Aminosauren gebildet und ausgeschieden werden. Dies ist darin 
begrundet, daB in der Zelle die Biosynthese der Aminosauren in vielfacher Weise kontrolliert wird. Folglich sind 
20 bereits verschiedenste Verfahren bekannt, urn die Produktbildung durch Ausschaltung der Kontrollmechanis- 
men zu steigern. Bei diesen Prozessen werden z. B. Aminosaureanaloga eingesetzt, um die eff ekthre Regulation 
der Biosynthese auszuschalten. So ist ein Verfahren beschrieben, bei dem Corynebacterium-Stamme benutzt 
werden, die gegen L-Tyrosin- und L-Phenylalaninanaloga resistent sind (JP 19037/1976 und 39517/1978). Ebenso 
sind Verfahren beschrieben, bei denen gegenuber L-Lysin- oder audi L-Threoninanaloga resistente Bakterien 
25 eingesetzt werden, um die Kontrollmechanismen zu Oberwinden (EP 0 205 849 Bl, UK Patent Application 
GB 2 152 509 AX 

Weiterhin sind auch durch rekombinante DNA-Techniken konstruierte Mikroorganismen bekannt, bei denen 
ebenfalls die Regulation der Biosynthese aufgehoben ist, indem die Gene, die fur die nicht mehr feedbadc-inhi- 
bierbaren Schlusselenzyme kodieren, kloniert und exprimiert werden. So ist z. B. ein rekombinantes, L-Lysin 

30 produzierendes Bakterium mit plasmidkodierter, feedback-resistenter Aspartatkinase bekannt (EP 0 381 527). 
Ebenso ist ein rekombinantes, L-Phenylalanin produzierendes Bakterium mit feedback-resistenter Prephenat- 
dehydrogenase beschrieben ( JP 124375/1986, EP 0 488 424). Daruber hinaus wurden auch durch Oberexpression 
von Genen, die nicht fur feedback-sensitive Enzyme der Aminosauresynthese codieren, erhohte Aminos aureaus- 
beuten erreicht So wird z. B. die Lysinbfldung durch erhohte Synthese der Dihydrodipioolinatsynthase verbes- 

35 sert (EP 0 1 97 335). Ebenso wird durch erhohte Synthese der Threonindehydratase eine verbesserte Threoninbil- 
dung erreicht (EP 0 436 886 Al). 

Weitere Versuche zur Erhohung der Arninosaureproduktion zielen auf eine verbesserte Bereitstellung der 
zeUularen Primarmetabolite des Zentralstoffwechsels. So ist bekannt daB die durch rekombinante Techniken 
erreichte Oberexpression der Transketolase eine verbesserte Produktbildung von L-Tryptophan, L-Tyrosin, 

40 oder L-Phenylalanin ermoglicht (EP 0 600 463 A2). Weiterhin fuhrt die Reduktion der Phosphoenolpyruvatcar- 
boxylase-Aktivitat in Corynebacterium zu verbesserter Bildung aromatischer Aminosauren (EP 0 3331 145). 

Diese vielfaMtigen Versuche zur Produktivitatssteigerung sind insgesamt darauf gerichtet, die Limitation der 
cytosolischen Synthese der Aminosauren zu uberwinden. Als eine weitere Limitation kommt grundsatzlich aber 
auch der Export der im Zellinneren gebildeten Aminosauren ins Kulturmedium in Betradit. Daher gibt es 

45 vereinzelte Ansatze, diesen Export und damit die Wirtschaftlichkeit der Arninosaureproduktion zu verbessern. 
So hat man die Zellpermeabilitat bei Corynebacteriuin durch BiotinmangeL Detergenz- oder Penkallinbehand- 
lung erhoht Diese Ausschleusehilfen waren jedoch ausschlieBlich bei der Glutamatproduktion erfolgreich, 
wahrend die Synthese anderer Aminosauren auf diese Weise nicht verbessert werden konnte. Auch sind 
Bakterienstamme entwickelt worden, bei denen die Aktivitat des Sekretionssystems aufgrund chemischer oder 

50 physikalischer Mutation erhdht ist Es wurde dadurch beispielsweise ein Corynebacterium glutamicum-Stamm 
erhalten, der sich durch eine verbesserte Sekretionsaktivitat insbesondere fur die L-Lysinproduktion eignet 
(DE 42 03 320). 

Insgesamt zeichnen sich alle bisher durchgefuhrten Versuche zur Erhohung der Sekretion zellintern gebilde- 
ter Aminosauren dadurch aus, daB ein erhohter Efflux von Aminosauren aufgrund der gewahlten ungerichteten 

55 bzw. unspezifischen Methoden nur durch Zufall erreicht werden konnte. Einzig in der Deutschen Patentanmel- 
dung Na 195 23 279^-41 ist ein Verfahren beschrieben, das es erlaubt, die Sekretion zellintern gebildeter 
Aminosauren ganz gezielt zu erhdhen, indem die Expression von fur den Import von Aminosauren kodierenden 
Genen erhoht wurde. Die dieser Vorgehensweise zugrundeliegende Erkenntnis^ daB die Zelle Importproteine 
fur den Export von Aminosauren verwendet wie auch die Tatsache, daB Mikroorganismen von Natur aus keine 

60 uberschussigen Aminosauren bilden und ausscheiden. iegt die Vermutung nahe, daB fur den Aminosauretrans- 
port speztfische Exportgene bzw. -proteine gar nicht existieren, sondern daB aus der Zelle die Aminosauren uber 
andere Exportsysteme exkretiert werden, 

Die bisher bekannten Exportsysteme exportieren giftige Metallionen, toxische Antibiotika und hohermoleku- 
lare Toxine. Diese Exportsystem sind relatxv komplex aufgebaut: In der Regel sind Membranproteine der 

65 Cytoplasmamembran beteiligt, die jedoch nur eine TeOreakdon des Exports bewirken, so daB vennutlich fur dfen 
Transport zusatzliche, extracytoplasmatische HQfsproteine erf orderlidi sind (Dinh, T. et aL, A family of extracy- 
toplasmic proteins that allow transp rt of large m lecules across the outer membranes of gram-negative 
bacteria. J. Bacteri L 1994, 176: 3825—3831). Desweit ren ist b kannt, daB bei dem sec-abhangigen Exportsy- 
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stem fur extrazellulare Protein mindestens 6 verschiedene Proteinkomponenten fur den Export ssentiell sind. 
Dieser Stand der Technik legt die Vermutung nahe, dafi ebenso die fur den Export von Aminosauren zustandi- 
gen, aber bislang unbekannten System aus mehreren Proteinkomponenten bestehen bzw. mehrere Gene fur 
den Export von Aminosauren zustandig sind. Hinweis dafur konnten die von Vrljic et al bescfariebenen (J 
Bacteriol (1995) 177:4021 —4027} verschiedenen, im Lysinexport defekten Mutanten sein. 5 

Es wurde nunmehr uberraschenderweise gefunden, dafi fur den Export von Aminosauren jeweils nur ein 
einziges, spezifisches Gen verantwortlich ist, so dafi erfindungsgemafi erstmals ein Verfahren zur mikrobiellen 
Herstellung von Aminosauren zur Verhlgung gestellt wird, bei dem gezielt die Exportgen-Expression und/oder 
die Exportcarrier-Aktivitat eines die entsprechende Aminosaure produzierenden Mikroorganismus erhdht wird. 
Die aus dieser Verf ahrensweise resultierende, gesteigerte Expression bzw. Aktivhat des Exportcarriers fuhrt zu io 
einer erhdhten Sekretionsrate, so dafi der Export der entsprechenden Aminosaure erhdht ist Auch aklcumulie- 
ren derart veranderte Mikroorganismen einen erhohten Anteil der entsprechenden Aminosaure im Knlturmedi- 
nm 

Zur Erhohung der Exportcarrier-Aktivitat wird insbesondere die endogene Aktivitat eines Aminosaure-pro- 
duzierenden Mikroorganismus erhdht Eine Erhohung der Enzymaktivitat kann beispielsweise erretcht werden, 15 
indem durch Veranderung des katalytischen Zentrums ein erhohter Substratumsatz erfolgt oder indem die 
Wirkung von Enzyminhibitoren aufgehoben wird Auch kann eine erhohte Enzymaktivitat durch Erhohung der 
Enzymsynthese, beispielsweise durch Genamplifikationen oder durch Ausschaltung von Faktoren, die die En- 
zym-Biosyn these reprimieren, hervorgerufen werden. Die endogene Exportcarrier-Aktivitat wird vorzugsweise 
durch Mutation des endogenen Exportgens erhdht Derartige Mutationen konnen entweder nach klassischen 20 
Methoden ungerichtet erzeugt werden, wie beispielsweise durch DV-Bestrahlung oder mutationsausldsenden 
Chemikalien, oder gezielt mittels gentechnologischer Methoden wie Deletion(en), Insertion{en) und/oder Nu- 
kleotidaustausch(e) Die Exportgen-Expression wird durch Erhohen der Genkopienzahl und/oder durch Verstar- 
kung regulatorischer Faktoren, die die Exportgen-Expression positiv beeinflussen, erhdht So kann eine Verstar- 
kung regulatorischer Elemente vorzugsweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem insbesondere die 25 
Transkriptionssignale erhdht werden. Dies kann beispielsweise dadurch erfolgen, dafi durch Veranderung der 
dem Strukturgen vorgeschalteten Promotorsequenz der Promotor in seiner Wirksamkeh erhdht wird oder 
indem der Promotor komplett durch wirksamere Promotoren ausgetauscht wird. Auch kann eine Verstarkung 
der Transkription durch entsprechende Beeinflussung eines dem Exportgen zugeordneten Regulatorgens erfol- 
gen, wie weiter unten ausgefuhrt wird. Daneben ist aber auch eine Verstarkung der Translation mdglich, indem 30 
beispielsweise die Stabilitat der m-RNA verbessert wird. 

Zur Erhohung der Genkopienzahl wird das Exportgen in ein Genkonstrukt bzw. in einen Vektor eingebaut, 
vorzugsweise in einen Vektor mit niedriger KopienzahL Das Genkonstrukt enthalt insbesondere dem Exportgen 
zugeordnete regulatorische Gensequenzen, vorzugsweise solche, die die Genexpression verstarken. Die regula- 
. torischen Gensequenzen weisen insbesondere eine fur die in Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz oder 35 
deren Allelvariationen kodierende Mukleotidsequenz bzw. eine NukJeotidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 
gemafi Tabelle 2 oder eine im wesentlichen gleichwirkende DNA-Sequenz auf. Allelvariationen bzw. gieichwir- 
kende DNA-Sequenzen umfassen insbesondere funktionelle Derivate, die durch Deletion(en), Insertion(en) 
und/oder Substitution(en) von NukJeotiden aus entsprechenden Sequenzen erhaltlich sind, wobei aber die 
Regulatorprotein-Aktivitat bzw. -Funktion erhalten bleibt oder sogar erhdht ist: So kann durch Mutation der 40 
regulatorischen Gensequenz die Effektivitat der Bindung des Regulatorproteins an die DNA des zu regulieren- 
den Exportgens so beeinflufit sein, dafi dadurch die Trans kription verstafkt und so mit die Genexpression erhdht 
ist Desweiteren konnen dem Exportgen als regulatorische Sequenzen aber auch sog. "enhancer* zugeordnet 
sein, die uber eine verbesserte Wechselwirkung zwischen RNA-Polymerase und DNA ebenfalls eine erhdhte 
Exportgen-Expression bewirken. 45 

Fur den Einbau des Exportgens in ein Genkonstrukt wird das Exportgen vorzugsweise aus einem MOcroorga- 
nismen-Stamm der Gattung Cozynebacterium isoliert, und mit dem das Exportgen enthaltende Genkonstrukt 
ein die entsprechende Aminosaure produzierender Mikroorgamsraen-Stamm, insbesondere Corynebacterhim, 
transformiert Die Isolierung und Transformation des entsprechenden Transportgens erfolgt nach gangigen 
Methoden: Im Fafle der Isolierung und Klonierung eines Transportgens aus Coiynebacteriuin eignet sich 50 
beispielsweise die Methode der homologen {Complementation einer exportdefekten Mutante (J Bacteriol (1995) 
177: 4021 —4027). Falls keine direkte Klonierung des Strukturgens mdglich ist, kann zunachst auch die Insertion . 
von Vektorsequenzen in das Transportgen erfolgen, urn es dann uber ""plasmid-rescue" in Form inaktiver 
Fragmente zu isolieren. Fur das erfindungsgemafie Verfahren eignen sich insbesondere Gene aus Q glutainicum 
ATCX2 1 3032 oder C glutamicuin ssp, flavum ATCC 14067 oder auch C glutainicum ssp. lactof erinentum ATOC 55 
13869. Nach Isolierung der Gene und deren in vitro-Rekombination mit bekannten Vektoren (Appl Env Micro- 
biol (1989) 55: 684—688; Gene 102 (1991) 93— 98X erfolgt die Transformation in die Aminosaure-produzierenden 
Stamme durch Elektroporation (Uebl et aL (1989) FEMS Nicrobiol Lett 65: 299—304) oder Konjugation 
(Schafer et aL (1990) J Bacteriol 172: 1663—1666). Fur die Obertragung werden vorzugsweise Vektoren mh 
niedriger Kopienzahl eingesetzt Als Wirtszellen werden vorzugsweise solche Aminosaureproduzenten einge- 60 
setzt, die in der Synthese der entsprechenden Aminosauren dereguliert sind und/oder die einen erh~hten Anteil 
an Zentralstoffwechselmetabo&ten enthalten. 

Nach Isolierung sind Exportgene mit Nukleoddsequenzen erhaltlich, die fur die in Tabelle 3 angegebene 
Aminosauresequenz oder deren Allelvariationen kodieren bzw. die die Nukl otidsequenz von Nukleotid 1016 
bis 1725 gemafi Tabelle 2 oder eine im wesentlichen gleichwirkende DNA-Sequenz aufweisen. Audi hier 65 
umfassen Allelvariationen bzw. gleichwirkende DNA-Sequenzen insbesondere funktionell Derivate im oben 
fur die regulatorisch n Sequenzen angeg benen Sinne. Diese Exportgene werden vorzugsweise im erfindungs- 
gemafien Verfahren eingesetzt. 

3 
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Dem Exp rtg n mit oder ohne v rgeschaltetem Prom tor bzw. mit oder hn zugeordnetem Regulatorgen 
kdnnen ein oder mehrere DNA-Sequenzen vor- und/oder nacbgeschalt t sein, so daB das Gen in einer Gen- 
struktur enthalten ist 

Durch KJonierung von Exportgenen sind Plasmide bzw. Vektoren erhaltlich, di das Exportgen enthalten und 
— wie bereits oben erwahnt — zur Transformation eines Aminosaure-Produzenten geeignet sin<L Die durch 
Transformation erhaltlichen Zellen, bei denen es sich vorzugsweise urn transformi rte Zellen von Corynebacte- 
riura handelt, enthalten das Gen m replizierbarer Form, <L h. in zusatzlichen Kopien auf dem Chromosom, wobei 
die Genkopien durch homologe Rekombination an beliebigen Stellen des Genoms integriert werden, und/oder 
auf einem Piasmid bzw. Vektor. 

Es sind eine Vielzahl von Sequenzen bekannt, die fur Membranproteine unbekannter Funktion kodieren. 
Durch die erfindungsgemafie Bereitstellung von Exportgenen, wie beispielsweise des Exportgens mit der Nu- 
kleotidsequenz von Nukleotid 1016 bis 1 725 gem&fi Tabelle 2, bzw. der entsprechenden Exportproteine, wie z> B. 
das mit der Aminosauresequenz gemaB Tabelle 1, kdnnen nunmehr Membranproteine, deren Funktion der 
Transport von Aminosauren ist, durch Sequenzvergleich identifiziert werden. Das damit identifizierte Exportgen 
kann anschlieBend zur Verbesserung der Aminosaureproduktion nach dem erfindungsgemafien Verfahren 
eingesetzt werden. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Membranproteine beshzen in der Regel 12, zum Teil auch 4 
transmembrane Helices. Es wurde nunmehr uberraschenderweise gefunden, daB die fur den Export von Amino- 
sauren zustandigen bzw. geeigneten Membranproteine 6 transmembrane Helices aufweisen (vgL z, B. die in 
Tabelle 3 aufgefuhrte Aminosauresequenz eines Exportproteins, bei der die 6 transmembranen Bereiche durch 
Unterstreichen kenntlich gemacht sind). Damit liegt hier eine bisher noch nicht beschriebene und somit neue 
Klasse von Membranproteinen vor. 

Ausfuhrungsbeispiele 

25 

a) Klonierung eines Exportgens und KJonierung eines Regulators aus Corynebacterium glutamicum 

Chromosomale DNA aus C glutamicum R127 (FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299—304) wurde, wie bei 
Scharzer et aL (Bio/Technology (1990) 9: 84—87) beschrieben, isoliert. Diese wurde mh dem Restriktionsenzym 

30 Sau3A gespalten und durch Saccharose-Gradienten-Zentrifugation, wie bei Sambrook et aL (Molecular Cloning 
A laboratory manual (1989) Cold Spring Harbour Laboratory Press) beschrieben, aufgetrennt Die einzelnen 
Fraktionen wurden gelelektrophoretisch auf ihre GrdBe hin analysiert und die Fraktion mit einer Fragmentgrd- 
Be von etwa 6—10 kb zur Ligation mit dem Vektor pJCl eingesetzt. Dazu wurde der Vektor pJCl mit BamHI 
linearisiert und dephosphoryliert. Funf ng davon wurde mit 20 ng der chromosomalen 6 — 10 kb Fragment 

35 figiert Mit dem gesamten Ligationsansatz wurde die exportdefekte Mutante NA8 (J Bacteriol (1995) 177: 
4021 —4027) durch Elektroporation (FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299—304) transformiert Die Transforman- 
ten wurden auf LBHIS (FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299—304) mit 15 ug Kanamycin pro ml selektioniert 
Diese Transformanten wurden umfangreichen Plasmidanalysen unterzogen, indem 200 der insgesamt 4500 
erhaltenen Klone einzeln angezogen, und deren PlasmidanteU, und -groBe bestimmt wurden. 1m Durchschnitt 

40 trug etwa die Halfte der untersuchten Kanamycin-resistenten Klone ein rekombinantes Piasmid mit einem 
Insert der durchschnittUchen GrdBe von 8 kb. Damit ergibt sich eine Wahrscheinlichkett von 0,96 fur die 
Anwesenheit jedes x-beliebigen Gens aus Q glutamicum in der errichteten Genbank. Die 4500 erhaltenen 
Transformanten wurden alle einzeln auf Wiedererhalt der Lysinsekretion geprOft. Dazu wurde das von Vrljic 
beschriebene System zur Induktion der L-Lysinausscheidung in Corynebacterium glutamicum eingesetzt (J 

45 Bacteriol (1995) 177: 4021—4027). Dazu wurden sogenannte Minimalmedium-Indikatorplatten hergesteUt die 
pro Uter 20 g (NH^SC^ 5 g Hamstoff, 1 g KH2PO4, 1 g K 2 HP04, 0^5 g MgS0 4 x 7 H20, 42 g Morpholinppro- 
pansulfon-saure, 1 ml CaQ 2 (1 g/100 ml), 750 ml dest, 1 ml Cg Spuren-salze, 1 ml Biotin (20 mg/100 ml), pH7,4% 
Glukose 13 mg Protokatechusaure, 1 mg FeS0 4 x 7 H20, 1 mg MnS0 4 x H2O, 0,1 rag ZnS0 4 x 7 rfcO, 0,02 mg 
O1SO4, 0,002 mg NiCfe 6 HaO, 20 g Agar-Agar, sowie 10 7 Zellen/ml der Lysin-auxotrophen C glutamicum 

so Mutante 49/3 enthiehen. Die ursprunglichen 4500 Transformanten wurden alle einzeln mittels Zahnstocher auf 
die Indikatorplatten gepickt, mit jeweils einer Kontrolle des ursprunglichen Nichtausscheiders NA8 (J Bacteri 1 
(1995) 177: 4021—4027) und des Ausgangsstammes R127. Parallel wurden jeweils 2 Platten beimpft, von denen 
nur eine zusatzlich 5 mM L-Methionin enthielt, urn so die Lysinausscheidung zu induzieren. Die Indikatorplatten 
wurden bei 30° C inkubiert, und nach 15, 24 und 48 Stunden untersucht. Insgesamt wurden so 29 Klone erhalten, 

55 die auf der rait Methionin versetzten Indikatorplatte einen Wachstumshof durch den Indikationsstamms 49/3 
zeigten. Die Klone wurden vereinzelt, und dann erneut, wie oben beschrieben, auf Wiedererhalt des Wachstums- 
hofs gepruft Auf diese Weise wurden die zwei Klone NA8 pMV8-5-24 und NAB pMV6-3 erhalten, die die 
Fahigkeit wiedererhahen hatten, Lysin auszuscheiden. 
Von diesen Klonen wurden Plasmidpraparationen, wie bei Schwarzer et aL (Bio/Technology (1990) 9: 84—87) 

60 beschrieben, durchgefuhrt. Durch Retransformation in NA8 wurde der plasmidgebundene Effelct der Ausschet- 
dung von L-Lysin bestadgt Beide Plasmide wurden einer Restriktionsanalyse unterzogen. Piasmid pMV8^5-24 
tragt ein Insert von 83 kb, und pMV6-3 eines von 9,5 kb. Die physikalische Kartierung der Inserts zeigt Fig. L 

b) Subkl nierung eines DMA-Fragments, das den Lysinexport rekonstitniert 

65 

Vom Insert des Plasmids pMV6-3 wurden unter Nutzung der bestimmten RestriktionsschnittsteDen einzelne 
Subkl ne hergesteUt So wurde das 3J kb XhoI-SaH-Fragment, das 23 kb BamHI-Fragment und das 7,2 kb 
BamHI-Fragment mh dem entsprech nd geschnittenem und behandeltem Vektor pJCl (Mot Gen Genet (1990) 

4 
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220: 478—480) ligiert Mit den Ligationsprodukten wurde direkt C qlutamicum NA8 transf rmiert, die Transfor- 
manten wie oben beschrieben auf Wledererhalt der Lysinausscheidung gepruft und di Anwesenheit des Sub- 
klons durch Plasmidpraparation und Restriktionsanalyse bestatigt Auf diese Weise wurde als kleinster Subklon 
der Stamm mit Plasmid pMV2-3 erhalten (Fig. 1). Dieses, den Lysinexport vermittelnde Fragment enthalt als 
Insert das 23 kb BamHI-Fragment aus pMV6-3L 5 

c) Sequenz des Lysinexpongens lysE und dessen Regulators lysG 

Die Nukleotidsequenz des 23 kb BamHI-Fragments wurde nach der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode von 
Sanger et aL durchgefuhrt (Proc Natl Acad Sci USA (1977) 74: 5463— 5467X und die Sequenziereaktionen mit to 
dem AutoRead Sequencing kit von Pharmacia (Uppsala, Sweden). Die elektrophoretische Analyse erfolgte mit 
dem automatischen Laser-Flureszenz DNA Sequenziergerat (AXP.) von Pharmacia-LKB (Piscataway, NJ, 
USA). Die erhaltene Nukleotidsequenz wurde mit dem Programmpaket HUSAR (Release 3.0) des Deutschen 
Krebsforschuhgszentrums (Heidelberg) analysiert Die Nukleotidsequenz und das Ergebnis der Analyse ist in 
TabeUe 2 wiedergegeben. Die Analyse ergibt zwei vollstandige offene Leseraster (ORF) auf dem sequenzierten is 
DNA-Stuck. ORF1 kodiert fQr ein Protein mit einer Lange von 236 Aminosauren, ORF2 fur eins mit einer Lange 
von 290 Aminosauren. Das von ORF1 abgeleitete Protein zeigt eine Haufung bydrophober Aminosauren, wie sie 
fur mexnbranstandige Proteine charakteristisch ist. Die detaillierte Analyse der Verteilung der hydropboben und 
hydrophilen Aminosauren mit dem Programm PHDJHTM (Protein Science (1995) 4: 521 —533) ist in TabeUe 3 
gezeigt Daraus ergibt sich, dafi das Protein sechs hydrophobe Helixbereiche enthalt die die Membran durch- 20 
queren, Damit handelt es sich bei diesem Protein urn den gesuchten Exporter der Aminosaure L-Lysin. Das 
entsprechende Gen wird deswegen im Folgenden als lysE bezeichnet Es ist entsprechend in Tabelle 2 markiert 
ORF2 wird in Gegenrichtung zu ORF1 transkribiert Die Sequenzanalyse zeigt, daB ORF2 hohe Identitat mit 
Regulatorgenen hat, die als eine Fanulie zusammengefaJBt werden (Ann Rev Microbiol (1993) (597— 626). Gene 
dieser Familie regulieren die Expression der verschiedensten an katabolen oder anabolen Prozessen beteiligter 25 
Gene in poshiver Weise. Im Folgenden wird ORF2 deswegen als lysG (Govern « Regulieren) bezeichnet 
Wegen dieser Zuordnung, und weil lysE nur zusammen mit lysG kloniert (siehe a)) und subkloniert werden 
konnte (siehe b)X ist lysc Regulator von lysE und somit ebenfalls am Lysinexport betefligL Das Gen lysG und 
dessen abgeleitete Aminosauresequenz sind ebenfalls in Tabelle 2 bzw. Tabelle 1 gezeigt 
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Mit den etablierten Sequenzen gemaB TabeUe 3 k6nnen bereits existierende Sequenzbanken durchsucht 
werden, urn so den von sequenzierten Bereichen abgeleiteten Proteinen eine Funktion zuzuordnen. Entspre- 
chend wurde die Aminosauresequenz des Lysinexpo iters aus C glutamicum unter Zuhilf enahme des Programm- 35 
pakets HUSAR (Release 3.0) des Deutschen Krebsforschungszentrums (Heidelberg) mit abgeleiteten Protein- 
Sequenzen aller dort deponierten DNA-Sequenzen verglichen. Zu einer einzigen Sequenz bisher unbekannter 
Funktion aus E. coli ergab sich eine hohe Homologie von 393% identischen Aminosauren, und 643% ahnlichen 
Aminosauren. Der Vergleich ist in Fig. 2 gezeigt Das bislang nicht charakterisierte offene Leseraster aus E. coli 
ist fiber dieses Verfahren damit als ein Aminosaureexportgenidentifiziert 40 

e) Gesteigerter Export intrazeQular akkumulierten L-Lysins 

Der Stamm C glutamicum NA8 (J Bacterid (1 995) 1 77: 4021 —4027) wurde mit Plasmid pMV2-3 transformiert, 
und die L-Lysinausscheidung der Stamme verglichen. Dazu wurden NA8 und NA8pMV2-3 in Komplexmedium 45 
wie bei Vrljic et al (J Bacteriol (1995) 177: 4021 —4027) beschrieben angezogen, und das Fermentationsmedium 
CGXI1 (J Bacteriol (1993) 175: 5595—5603) jeweils getrennt beimpft Das Medium enthielt zusatzlich 5 mM 
L-Methionin, urn die intrazellulare L-Lysinbiosynthese zu tnduzieren. Nach Kuldvierung fOr 24 Stunden bei 
30° C auf dem Rotationsschutder bei 140 Upm wurde zellinterae und externe L-Lysinbestimmungen durchge- 
fuhrt. Zur zellinternen Bestimmung wurden Silikonolzentrifugationen durchgefuhrt (Methods Enzymology LV 50 
(1979) 547—567); die Bestimmung der Aminosauren erfolgte mittels Hochdruckflussigchromatografie (J Chro- 
mat (1983) 266: 471— 482). Diese Bestimmungen wurden zu verschiedenen Zeiten, wie in Fig. 3 angegeben, 
durchgefuhrt Entsprechend dem benutzten Verfahren wird das angestaute zellinterne L-Lysin also durch 
pMV2-3 vermehrt ausgeschieden und akkumuliert Entsprechend ist erwartungsgemaB auch das zelOntern 
vorhandene L-Lysins stark reduziert Somit steUt die Nutzung des entdeckten und beschriebenen Exporters ein 55 
Verfahren dar, um die L-Lysinbildung entscheidend zu verbessem, 

f) Gesteigerte Akkumulation von L-Lysin durch lysE oder lysEG 

Vom Subdon pMV2-3, der das sequenzierte 2374 bp BamHI-Fragment in pJCl enthalt (siehe Fig, IX wurde 60 
entsprechend der Sequenzinformation das lysE tragende 1173 bp PvuII-Hindll Fragment in pZl (Appl Env 
Microbiol (1989) 55: 684—688) ligiert, und so das Plasmid plysE erhalten, Dieses Plasmid, sowie das lysHysG 
tragende Plasmid pMV2-3 wurde durch Elektroporadon in C. glutamicum Stamm d eingefuhrt, indem chromoso- 
male Bereiche deletiert sind. Die erhaltenen Stamme C glutamicum d pMV2-3, Q giutamicum d plysE» C. 
glutamicum p]Cl wurden wie unter e) beschrieben zunachst auf Komplexmedium vorgezogen, dann in Produk- 65 
donsniinimalmedium CGXII zusammen mit 4% Glukose und 5 mM L-Methionin kultiviert, und Proben zur 
Bestimmung des akkumulierten L-Lysins entnomraen. Wi aus Fig. 4 ersichdich, wird durch lysElysG eine 
Steigerung der Lysinakkumulation gegenuber der KontroUe erreicht Die plysE wird durch dieses Verfahren 
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eine auBerordentlich gesteigerte Akkumulati n von 4,8 auf 13,2 mM L-lysin erreicht 
Legenden der Tabellen und Figuren: 

Tabelle 1: Die Aminosauresequenz des Lysinexporter-Regulators aus Corynebacterium giutainicum, mit dem 
fur DNA-bindende Proteine typisch n Helix-Turn-HeEx M tif. 

Tabelle 2 (drei Seiten): Die Nukleotidsequenz des fur den Lysinexporter und Lysinexport-Regulators oodie- 
renden Bereichs aus Q glutamicum. 

Tabelle 3: Die Aminosauresequenz des Lysinexporters aus Corynebacterium glutainicum, mit den identifizier- 
ten transmembranen Helices TMH 1 bis TMH6. 

Fig. 1 : Die durch die Klonierung erhakenen DNA-Fragmente in pMV6-3 und pMV8-5-24, die die Lysinsekre- 
tion bewirken, sowie der aus pMV6-3 hergestellte Subklon pMV2-3, der ebenfalls die Lysinsekretion bewirkt 
und sequenzlert wurdaB, BamHI; Sm, Sinai; Sc, Sad; SI, Sail ft Hindll; X, XhoL 

Fig. 2: Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz von LysE aus C glutainicum (oben), mit einem Genpro- 
dukt bislang unbekannter Funktion aus Escherichi coli (unten), das dadurch als Exportcarrier identifiziert ist 

Fig. 3: Gesteigerter Lysinexport durch pMV2-3 mh C glutainicum NA8. Oben, die Kontrolle mh geringer 
Ausscheidung und zellinternem Anstau von Lysin bis etwa 150 mM Unten die durch pMV2-3 bewirkte hone 
Ausscheidung mit zellinternem nur geringem Anstau von etwa 30 mM 

Fig. 4: Die Steigerung der Lysinakkumulation in C glutainicum durch lysElysG (pMV2-3) (mitdere KurveX 
und die durch IysE (plysE) bedingte Akkumulation (obere KurveX 
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GGTAAACGACTTCCACAATGAGACGGACCGGGTTA^ 

GGACTTGGAAAAGTCTTCATTCEaTTCCGGCGTTAGGGAGCTAACC^CGTAGTTGCTGCCG 

-PRLGEIAADVVA 

CAGACACTCAGATCGATCTCTAGATCTAAGGTCCGCGGTAGCAACGGTTATG 

D T L R A L S R S E L R W R Q W Y M P T 

CAGTXACCCATAGAGTAGCTCCTCCTACTGAAGAGGACGAAAATCGXACCCTCGTCGA^ 
DI P I EDLLIV EGAKLMPAAQ 



60 
120 

180 



10 

240 



. 300 

CCAAAGCCCTTCTTCAGGGGTTGGTTCCGGAGGCGCTTAACGGAGTGGTTTTGGAAGGCG 15 
TEPLLGWGLGRRIAEGFGBA 



GCTGCCCTGTTACCTAXGCGCGGACGCGGGGTGTCCTGGTAGCTGCGCGGGCAGGTCCAG 
SPVISV RRRGV PCDVRGDLD 

TGCCAGAACTTC<?TGTAGAAACCCTGGCTTCGCAXTCTGCC^ 

RDQXtVDKPGFRZiVffMAAWDZ. 

• - • • - • 

AAAGGGTAGTTGGXACAXCCGTAGGGCGTTACTCCCCCAACGTTACCGGTTCACCGCGTA 
KGOVMYADRLSPTAIAI. HRM 

CCAAGGTrCAAGAXt^TGAAGTGTAGGGCGGTGCGCTAATCGAAGTGCCCAATGGCGAGG 
TGLEVVECGAVPWAERTVAG 

ATTTTGTAGAGGTGC GGCGTCGTTCCTATTACACACGCGAAGTAGAAGGTTCGCGTCGCA 
LVD GRRLI.SLTHAEDELRLT 

- 

CTCGCAACGAGGTGGGGTTCTTCGATGGAGCAACTTGTGCCCTCCTTTGGTACACCTATC 
L TA GGWSAVENFVPPFWT Si 

GCTTAGACGCAACTACCGCTACC7^ATTGCCCTAAAGTCGTTCCGCAGGTCTA!TCAACGCG 
SO A N I A I T L P I E A It R G S X* Q A 

AAATCAAAGACGAACGTCGTTGTGGTAAAAGGCGCGACGAACGXGTTCCTGAAGTGGGCG 
K T E A Q lm I* VK. KR-AAQVX.V E G A 



360 



20 

420 



480 



540 



600 30 



660 



720 



780 40 



840 

ETA KAP Q T R S V&VRG'VHH E I» 45 



TCGAAATTGCGCGACTGAGTGGCGGCTCCCCCTTTACC^TTCCCGATTCCTCCGCGGAAG 
AKVRQSVAS P 5 X SI»ALSAG B 
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9.60 

<-ZysGf 

CTTCGACGGAAGTAGTTACTAACTCTCGTTTCACAGGTCAACTTACCCCAAGTA 5 * 

S ' TGCCTTCTVTCAMGATTGAGJIGCJVAACTCTCCA^ 

FSGEDI ISLLTDLQIPNM 

- 1020 

ATATTAAACCATCTnTAAGAACCAATCA^ 

H V 

. 1080 

GATCATGGAAATCTTCATO 
XMEZFZTGX»LLGASLZiLSZG 

- 1140 

ACCGCAGAAXCTACTGGTGATTAAAGAATCAATTAAGCGCGJ^^ 
P Q H V Z, V X K Q G X KREGLIAVL 

- - 1200 

TCTCGTGTGTTTAATTTCTGACGTCTTTTTGTTCAXCGCCGGCACCTTGGGCGTTGAXCT 
I.VCL X S DVFL F ZAGT IrG VDZ. 

. 1260 

TTTGTCCAATGCCGCGCCGA3CCGTGCTCGATATTATGCGCTGGGGTGGCATCGCTXACCT 
Z.SNAAPZVZ.D XMRWG GXAYX. 

- - - - - . 1320 

GTTATGGTTTGCCGTCATGGCAGCGAAAGACGCCATGACAAACAAGGTGGAAGCGCCACA 
X.WFAVMAAKDAMTNKVEAPQ 




GGCCACTGACACGCGCAACCGGGTGCGGGTGGAGGTGAGCGTCGAEAAGCAGCGGGTTTG 
ATDTRNRVRVEVSVDKQ RVW 

- - - • . . 1500 

GGTAAAGCCCATGTTGA!TGGCAArCGTGCTGACCTGGTTGAACCCGAArGCGXA!XTTGGA 
VK PMLMAIV XT WL N PWAVIiD 

- 1560 

CGCGTTTGTGTTTATCGGCGGCGTCGGCGCGCAATACGGCGACACCGGACGGTGGATTTT 
AFVFIGGVGAQYG0TGRWIF 

- 1620 

CGCCGCTGGCGCGTTCGCGGCAAGCCTGATCTGGTTCCCGCTGGTGGGTTTCGGCGCAGC 
AAGAFAASL IWFPZ.VGFGAA 

. 1680 

AGCATTGTCACGCCCGCTGTCCAGCCCCAAGGTGTG<3CTCTGGATCAACGrCGrCGTGre 
A L S R PLS S P KV WR WIHVVVA 



Tabelle 2 (fortgesetzt) 
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f- ox£3 

- N E R T K 
5* CTACTGGCGTAACCGGTAGTTTGACTACAACTACCCaa^ 

AGTTGTGATGACCGCATTGGCGATCAAACTGATGTTGATGGGTT&GTTTTCGCGG 5 " 
VVM T A !■ A I K I» M !• M G — 

LysE 7 

CCTTAGCCACCGGAAGCGGGTTT3VCAACTACGGCCGCAGCACCCTTTAGAGTAGCTAGCG 
SDTAKAWIH IGADHSIEDIA 

GAGGTTGAGCCGCAGTCTTTTGAGGTTCAACAACTCAC^ 

ELEADSFELNNLSDLSNDLQ 

• • * . *- * 

GAGTTGACTGCTTCGTGCTTAGTTACGTGACCAGTGCCATAGGCGCGGC^ 

E V S S AG I LAS TVT DAGY E G Q 

GAGCGCGTCGTGGGTACGTTCGCGGTAGACGCGTTO^ 

ERI.VWALAMQALSQGREQAI 



D N L K R V M D I M H V N I. M G E S I. S 

GAATGGGACCGACCGCGCCCTTGGGAGACCTXAAGGTAGCTCTATAAA 

KGQSARSGBP I GDiT'KDTLl 

CGGGACGCGTTCACCACTCTTTCGTTACTGCGGTTCTGGTAACAACCGTCGACTGACGTT 
G Q A L P S FAIVGX.GNHAA5 Q L 

GTTCAAGAGTGGCAGTAGCGGGCCAAGGAGGTGGGTTGCTAAT^ XTATCGAACC 
I» N E G D D G P E EVWRN I I S Y S P 

GACTACTTAGTCTTCGCCCGTCGGGAGGMGCGG1ACTTGACT 

Q H I L It P C G E EA MF EA AEAT L 

GAGACCT GGCATCC TTCT TTATGGGT GCATTTCTCGGAAAGGTCTGC Gl' M rC>'l M rACAGTGC 
EPGYS S XGVYZ.AKGSAVZ OR 

GTTACGCATGTACCAAAGAAGGTTTCCTGATAGA 
IiAYMT E E I# P T D 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Aminosauren, bei dem die Exportcarrier-Aktivitat und/oder 
die Exportgen-Expression eines die entsprechende Aminosaure produzierenden Mikroorganismus erhoht 
wild 

2. Verfahren nacb Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die endogene Exportcarrier-Aktivitat des 
Mikroorganismus erhoht wind. 

3. Verfahren nach Anspruch % dadurch gekennzeichnet, daB durch Mutation des endogenen Exportgens ein 
Carrier mit hdherer Export-Aktivitat erzeugt wirdL 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Genexpression des 
Exportcarriers durch Erhohen der Genkopienzahl erhoht wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Erhdhung der Genkopienzahl das Export- 
gen in ein Genkonstrukt eingebaut wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet; dafi das Exportgen in ein n Vektor rah niedriger 
Kopienzahl eingebaut wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Exportgen in ein Genkonstrukt 
eingebaut wird, das dem Exportgen zugeordnete regulatorische Gensequenzen enthart 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische Gensequenz eine fur die in 
TabeOe 1 angegebene Aminosauresequenz und deren ADelvariationen kodierende Nukleotidsequenz auf- 
weisL 
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9. Verf ahren nach Anspruch 8, dadurch g kennzeichnet daB die regulator! sche Gensequenz eine Nukleotid- 
sequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaB Tabelle 2 oder eine im wesentlichen gleichwirkende DNA-Se- 
quenz aufweist 

10. Verfahren nach einera der Anspruche 5 bis 9, dadurch gekennzeichnet daB ein die entsprechende 
Aminosaure produzierender Mikroorganismus mit dem das Exportgen enthaltende Genkonstrukt transfor- $ 
miertwird 

1 1. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet daB ein Mikroorganismus der Gattung Coryne- 
bacterium mit dem das Exportgen enthaltende Genkonstrukt transfonniert wird 

1Z Verfahren nach Anspruch lOoder 11, dadurch gekennzeichnet, daB fur die Transformation ein Mikroor- 
ganismus eingesetzt wird, in dem die an der Synthese der entsprechenden Aminosaure beteiligten Enzyme to 
dereguliert sind. . . . * 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 0 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB fur die Transformation ein 
Mikroorganismus eingesetzt wird, der einen erhdhten Anteil an Zentralstoffwechselmetaboiiten enthalt 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB das Exportgen aus einem 
Mikroorganismen-Stamm der Gattung Corynebacterium isoliert wird. ^ is 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Exportgense- 
quenz durch Vergleich mit der Sequenz eines bereits bekannten Exportgens identinziert wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die von der zu identiflzierenden Exportgen- 
sequenz abgeleitete Aminosauresequenz mit der in Tabelle 3 angegebenen Aminosauresequenz oder deren 
AJlehrariadonenverglichenwird. ^ # 20 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Exportgen-Ex- 
pression durch Verstarkung der Transkriptionssignale erhoht wird. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB als Exportgen ein 
Gen mit einer fur die in Tabelle 3 angegebene Aminosauresequenz und deren AHelvariationen kodierenden 
Nukleotidsequenz eingesetzt wird. # 25 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB als Exportgen ein Gen rait der Nukleotidse- 
quenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemaB Tabelle 2 oder einer im wesentlichen gleichwirkenden DNA-Se- 
quenz eingesetzt wind. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche zur Herstellung von L-Lysin. 

21. Fur einen Aminosaure-Exportcarrier kodierendes Exportgen. 30 

22. Exportgen nach Anspruch 21 mit einer fur die in Tabelle 3 angegebene Aminosauresequenz und deren 
AHelvariationen kodierenden Nukleotidsequenz. 

23. Exportgen nach Anspruch 22 mit der Nukleotidsequenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemaB Tabelle 2 
oder einer im wesentlichen gleichwirkenden DNA-Sequenz, 

24. Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 23 mit diesem zugeordneten regulatorischen Gensequen- 35 
zen. 

25. Exportgen nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische Gensequenz eine fur die 
in Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz und deren AHelvariationen kodierende Nukleotidsequenz 
aufweist 

26. Exportgen nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische Gensequenz eine Nukleo- 40 
tidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaB Tabelle 2 oder eine im wesentlichen gleichwirkenden DNA-Se- 
quenz aufweist 

27. Zur Regulation eines fur einen Aminosaure-Exportcarrier kodierenden Exportgens geeignetes Regula- 
torgen mit einer fur die in Tabelle 1 angegebene Aminosauresequenz und deren AHelvariationen kodieren- 
den Nukleotidsequenz. 45 

28. Regulatorgen nach Anspruch 27 mit der Nukleotidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaB Tabelle 2 
oder einer im wesentlichen gleichwirkenden DNA-Sequenz. 

29. Genstruktur, enthaltend ein Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 26. 

30. Genstruktur, enthaltend eine regulatorische Gensequenz nach Anspruch 27 oder 28. 

31. Vektor, enthaltend ein Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 26 oder eine Genstruktur nach so 
Anspruch 29. 

32. Vektor nach Anspruch 31 mit niedriger KopienzahL 

33. Vektor, enthaltend eine regulatorische Gensequenz nach Anspruch 27 oder 28 oder eine Genstruktur 
nach Anspruch 30. 

34. Transfonnierte Zelle, enthaltend in replizierbarer Form ein Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 55 

26 oder eine Genstruktur nach Anspruch 29. 

35. Transfonnierte Zelle nach Anspruch 34, enthaltend einen Vektor nach Anspruch 31 oder 32. 

36. Transfonnierte Zelle nach Anspruch 34 oder 35, dadurch gekennzeichnet daB sie der Gattung Coryne- 
bacterium angehdrt 

37. Transf rmierte Zelle nach einem der Anspruche 34 bis 36, dadurch gekennzeichnet, daB in dieser die an 60 
der Synthese beteiligten Enzyme der Aminosaure, die mittels des Exportcarriers; fur das das in die transfor- 
mierte Zelle ubertragene Exportgen kodiert aus der Zelle ausgeschleust wird, dereguliert sind. 

38. Transfonnierte Zelle nach einem der Anspruche 34 bis 37, dadurch gekennzeichnet daB sie einen 
erhohten Anteil an Zentralstoffwechselmetaboiiten enthaJt 

39. Transf rmierte ZeUe, enthaltend in replizierbarer F rmein regulatorische Gensequenz nach Anspruch 65 

27 oder 28 oder eine Genstruktur nach Anspruch 30L 

40. Transfonnierte Zelle nach Anspruch 39, enthaltend einen Vektor nach Anspruch 33. 

41. Fur den Export v n Aminosauren geeignete Membranproteine mh 6 transmembranen Mefices. 

11 
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42. Merabranprotein nach Anspruch 41 mh der in Tabell 3 angegebenen Amin sauresequenz, wobei 
Tabelle 3 Bestandtefl dieses Anspruches ist 

43. Verwendung eines Exportgens zur Steigemng der Aminosaureprodukdon v n Mikroorganisraen. 

44. V rwendung nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daB ein mutiertes Exportgen, das fur em 
5 Enzym mit erhohter Exportcarrier-Aktivitat kodiert, verwendet wird. 

45. Verwendung nach Anspruch 43 oder 44, dadurch gekennzeichnet, daB der Amin saure-produzierende 
Mikroorganismus mit einem Genkonstrukt, das ein Exportgen enthalt, transformiert wird. 

46. Verwendung nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, daB das Genkonstrukt zusatzltch regulatori- 
sche Gensequenzen tragt 

10 47. Verwendung nach einem der Anspruche 43 bis 46, dadurch gekennzeichnet, daB ein Exportgen aus 
Corynebacterium verwendet wirdL 

48. Verwendung nach einem der Anspruche 43 bis 47, dadurch gekennzeichnet, daB als Aminosaure-produ- 
zierender Mikroorganismus Corynebacterium verwendet wind. 



15 Hierzu 4 Seite(n) Zeichnungen 
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CgLysE 1 MVIME I F I TGLLLGAS LLLS I G PQNVLVI KQGI KRE GLI AVLLVCL I SPV 50 
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